
Pp ir T WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

A JL Internationales BUro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 
C12Q 1/68, 1/02, G01N 33/50 



Al 



(U) Internationale VeroffentHchungsnummer: WO 97/01644 

16. Januar 1997 (16.01.97) 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatuni: 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DE96701 183 

(22) Internationales Anmeldedatum: 27. Juni 1996 (27.06.96) 



(30) Prioritatsdaten: 

195 25 285.3 



28. Juni 1995(28.06.95) 



DE 



(71) AximMertfuralUBestirnmungsstaatenausserUS): INSTITUT 

FOR PFLANZENGENETIK UND KULTURPFL ANZEN - 
FORSCHUNG [DE/DE]; Corrensstrasse 3, D-06466 Gater- 
sleben (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): WOBUS, Anna, Magda- 
lene [DE/DE]; Liebigweg 7, D-06466 Gatersleben (DE). 
FRANZ, Wolfgang-Michael [DE/DE]; Fasanenring 15b, D- 
23627 GroB Gronau (DE). 

(74)Anwalt: BAUMBACH, Fritz; Biotez Berlin-Buch GmbH, 
Patentstelle, Robert-Roessle-Strasse 10, D-13125 Berlin 
(DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, SE). 



Verbffentlicht 

Mil iniernationalem RecherchenberichU 



(54) Title: IN VI TRO TEST PROCEDURE FOR DETECTING CHEMICALLY-INDUCED EMBRYOTOXIC AND TERATOGENIC 
EFFECTS 



(54) Bezeichnung: IN VITRO-TESTVER FAHRE N ZUM NACHWEIS CHEMIKALIEN-INDUZIERTER EMBRYOTOXIS- 
CHER/TERATOGENER EFFEKTE 



(57) Abstract 



The invention concerns an in vitro test procedure for the detection of chemically induced effects on embryonic development and for 
differentiation for the purpose of embryotoxicity/teratogenicity screening based on differentiated pluripotent embryonic stem (ES) cells from 
mice and rats and using embryonic germ (EG) cells obtained from primoridial germ cells. The proposed test procedure is characterised in 
that stable transgenic ES or EG cell clones containing tissue-specific promoters and reporter genes are selected, differentiation-dependent 
expression of tissue-specific genes is carried out following differentiation of ES cells in the presence of embryotoxic substances acting 
at specific times into different germination path derivatives; this is followed by detection of chemically induced activation, repression or 
modulation of tissue-specific genes which regulate embryonic development 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein in vitro-Testverfahien zum Nachweis von Chemikalien-induzierten Effekten auf die embryonale Entwicklung 
und Differenzierung fur ein Embryotoxizitats-ZTeratogeni^ts-Screening auf der Basis differenzierter pluripotenter embryonaler Stamm(ES)- 
Zellen der Maus und Ratte sowie an aus primordialen Keimzellen etablierten embryonalen Keim(EG)-Zellen. Das erfindungsgemaBe 
Testverfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB stabile transgene ES- oder EG-Zell-Klone, die gewebespezifische Promotoren und 
Reportergene enthalten, selektiert werden, eine differcnzierungsabhangige Expression gewebespezifischer Gene nach Differenzierung von 
ES-Zellen in Anwesenheit von zu bestimmten Zeiten einwirkenden embryotoxischen Substanzen in verschiedene Keimbahnderivate erfolgt 
und anschlieBend die Chemikalien-induzierte Aktivierung, Reprimierung oder Modulation gewebespezifischer und die Embryonalentwickhmg 
regulierender Gene nachgewiesen wird. 
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In vitro-Testverfahren zum Nachweis Chemikalien-induzierter 
embryotoxischer/teratogener Effekte 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein in vitro-Testverfahren zum Nachweis 
Chemikalien-induzierter embryotoxischer(z. B. auch teratogener) 
Effekte auf der Basis dif f erenzierender pluripotenter embryona- 
ler Stamm(ES)-Zellen der Maus und Ratte sowie an aus primordia- 
len Keiiazellen etablierten embryonalen Keim(EG)-Zellen. 

Der Nachweis teratogener Eigenschaften von chemischen Wirk- 
stoffen erfolgt derzeit durch Bestimmungen der Reproduktions- 
toxizitat von Prufsubstanzen nach Einfach- und Mehrf achappli- 
kation an trachtigen Laborsaugern und durch Prufungen der 
Embryotoxizitat in fruhen Stadien der Schwangerschaft (Holz und 
Siegemund, Der Einsatz von Tieren in der Forschung und Entwick- 
lung im Verbraucher- und Umweltschutz , AbschluBbericht zur 
Basiserhebung des Batelle-Instituts 1988). Des Weiteren werden 
in vitro- Versuche rait Sauger-Embryonen (Neubert und Merker, Cell 
culture techniques - applicability for studies on prenatal 
differentiation and toxicity , de Gruyter, Berlin - New York 
(1981)) und embryonalen Organen fur Teratogeni tats teste einge- 
setzt. Diese Testverfahren haben jedoch den groBen Nachteil, daB 
sie nach wie vor den Einsatz einer groBen Anzahl von lebenden 
Saugern, insbesondere Ratten und Mausen voraussetzen. In vitro- 
Testverfahren , bei denen Primarzellkulturen aus Extremitaten- 
knospen (z.B. "limb buds", Kochhar, Teratology 11, 273-287 
(1975) ), Oder Gehirnanlagen embryonaler Ratten (Flint and Orton, 
Toxicol. Appl. Pharmacol. 76, 383-395 (1984)) Oder permanente 
Zellinien aus embryonalen oder adulten Saugetiergeweben Oder aus 
mensch lichen Geweben, wie Tvimorzellen des Ovars oder embryonale 
Gaumenzellen eingesetzt wurden, erfullen im engeren Sinn nicht 
die Anf orderungen, die an Teratogenitatstests gestellt werden, 
namlich Hinweise auf mogliche Entwicklungsstorungen wahrend der 
Embryogenese zu geben. 
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Seit einigen Jahren gibt es BemOhungen, permanente Kulturen 
totipotenter/pluripotenter embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) 
auch zum Nachweis embryotoxischer und mutagener Stof f e zu ver- 
wenden (Laschinski et al, Reproductive Toxicol. 5, 57-65 (1991) , 
Newall and Beedles, Toxicol, in Vitro 8, 697-701 (1994), Sehl- 
meyer and Wobus, Mutation Res* 324, 69-76 (1994)). Embryonale 
Stammzellen sind die totipotenten Zellen des frdhen Embryos , 
aus denen sich der komplette Saugetierorganismus entwickelt. 
Storungen wahrend der Keimblatt- und pr^natalen Entwicklung kon- 
nen zum Absterben der Embryonen (praimplantativem Tod) , zu 
Entwicklungs storungen , Fehlentwicklungen bzw. MiBbildungen 
ffihren. 

Als in vitro-Systeme totipotenter b2w. pluripotenter Zellen sind 

1. Embryonale Stammzellen (ES-Zellen), permanente Linien toti- 
potenter embryonaler Zellen (Evans and Kaufman, Nature 282, 507- 
509 (1981)) und 

2. Embryonale Keimzellen ("embryonic germ cells", EG-Zellen), 
die aus primordialen Keimzellen (PGC) ca. 9 Tage alter Embryonen 
gewonnen und als permanente Zellinien kultiviert werden (Stewart 
et al, Dev. Biol. 161,626-628 (1994)) 

bekannt. 

Sowohl ES-Zellen als auch EG-Zellen sind totipotent und hehmen 
in vivo nach Retransfer in die Blastozyste an der normalen 
Embryogenese teil und sind in der Lage, die Keimbahn zu kolo- 
nisieren (Bradley et al, Nature Bd. 309, 255-256 (1984), Matsui 
et al, Cell 70, 841-847 (1992)). 

In vitro konnen ES-Zellen nach Dif ferenzierung in Embryo-ahnli- 
chen Aggregaten, sogenannten "embryoid bodies" Derivate aller 
drei Keimblatter bilden, d.h. in kardiogene (Doetschmann et al, 
J. Embryol. Exp. Morphol. 87, 27-45 (1985)), myogene (Rohwedel 
et al, Dev. Biol. 164, 87-101 (1994), neuronale und hamatopoie- 
tische Zellen (Wiles and Keller, Development ill, 259-267 
(1991)) differenzieren. 

In bisherigen Experimenten wurde nachgewiesen, dafi das Teratogen 
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Retinsaure (RA) zu gravierenden VerSnderungen der Expression 
gewebespezifischer Gene fiihrt, wenn es zu bestiiamt n Zeiten der 
"embryoid body"-Dif ferenzierung einwirkte und zu Aktivierung, 
Hemmung oder Modulation der Expression von Herz- Oder Skelett- 
muskel-spezifischen Genen fxihrte (Wobus et al., Roux's Arch* 
Dev. Biol. 204, 1994, 36-45). Diese Aktivierung , Reprimierung 
oder Modulation der Genexpression kann auch iiber Reportergene , 
z. B. X-Gal oder Luzif erase, sichtbar gemacht werden. 
Bisherige in vitro-Verfahren mit ES-Zellen betreffen in erster 
Linie Testverf ahren zum Nachweis der zytotoxischen Wirksamkeit 
embryotoxischer Verbindungen mit Hilfe des MTT-Testes 
(Laschinski et al s.o.). Dabei wurde in ES-Zellen eine hohere 
zytotoxische Sensitivitat beobachtet als in dif f erenzierten 
Zellen. 

Untersuchungen zur Zytotoxizitat mit Hilfe des "stem cell tests" 
zum Nachweis teratogener Effektivitat wurden von Newall and 
Beedles, Toxicol, in Vitro 8, 697-701 (1994) beschrieben. 
In alien diesen Untersuchungen dienten zytotoxische Ef fekte als 
MaB fur embryoschadigende Eigenschaften teratogener/embryotoxi- 
scher Substanzen. 

Es ist festzustellen, daB ES-Zellen das zur Zeit wichtigste 
Zellmodell in der Entwicklungsbiologie sind, vor allem zxir 
Konstruktion transgener Organismen, ihr Einsatz in der Reproduk- 
tions- und Gentoxikologie bisher jedoch begrenzt ist. 

Die Erfindung hat das Ziel, ein routinemaBig einsetzbares in 
vitro-Testverf ahren zur Ermittlung Chemikalien-induzierter 
embryo toxischer /teratogener Ef fekte bereit zu stellen. 

Die Aufgabe der Erfindung liegt darin, ein in vitro-Testverf ah- 
ren zum Nachweis embryotoxischer/teratogener Eigenschaften von 
chemischen Wirkstoffen an embryonalen Stamm(ES) -Zellen oder 
an aus primordialen Keimzellen etablierten embryonalen Keim(EG)- 
Zellen zu entwickeln. Das Testverf ahren soil insbesondere geeig- 
net sein, Hinweise auf mogliche Entwicklungs- und Differenzie- 
rungsstorvmgen wahrend der Embryogenese zu geben. 
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Die Erfindung wird gemaB der Anspruche realisiert. 
Es werden stabile transgene ES- oder EG-Stammzellklone konstru- 
iert, bei denen ein bakterielles Reportergen LacZ oder das 
Luziferasegen unter die Kontrolle von gewebespezif ischen Promo- 
toren oder Entwicklungskontrollgenen gebracht wird. Nach Diffe- 
renzierung der ES-Zellen in Anwesenheit teratogener Substanzen 
in die verschiedenen Keimbahnderivate erfolgt eine differenzie- 
rungsanhangige Expression in den Zellen, die die gewebespezi- 
f ischen Promotoren exprimieren. Die Aktivierung, Reprimierung 
oder Modulation dieser gewebespezif ischen Gene wird mit einer 
einfachen Farbereaktion, dem X-Gal Assay, bestimmt. Mit der 
Erfindung wird eine Batterie von relevanten Test-ES-Zellklonen 
entwickelt, die neben dem Reportergen LacZ (und einer Neomycin- 
kassette zur Selektion stabiler Transfektanten) Promotor- 
sequenzen enthalten, die charakteristische und wesentliche 
Merkmale der ektodermalen und mesodermalen Linie regulieren. Das 
sollten insbesondere Gene sein, die die neuronale, kardiogene, 
die Muskel- und die Skelettentwicklung determinieren. Nach 
Transfektion dieser Vektoren in pluripotente ES-/EG-Zellen der 
Maus oder der Ratte werden stabile Stammzellklone selektiert und 
diese nach "embryoid body"-Entwicklung zu spezif ischen Zeiten in 
Anwesenheit von Testsubstanzen dif f erenziert (Abb.l). Danach 
kann die dif f erenzierungsabhangige Expression der gewebespezi- 
f ischen Gene mit Hilf e der X-Gal-Farbung in verschiedenen Ent- 
wicklungsstadien (unter Zeiteinhaltung und Einsatz daftir geeig- 
neter Vektoren) nachgewiesen werden. Diese Farbetechnik ist 
standardisierbar und iiber photometrische Verfahren automati- 
sierbar. 

Mit diesem Testverfahren ist es moglich, in vitro Chemikalien- 
induzierte Veranderungen der zellularen Dif ferenzierung, die 
wahrend der Keimblattdif ferenzierxing und frtfhen embryonalen 
Entwicklung stattfinden und zu Entwicklungsstorungen fiihren, 
festzustellen. Bei dem erf indungsgemSBen Testverfahren werden 
keine lebenden Tiere, sondern permanente Zellinien eingesetzt. 

Der wesentliche Vorteil der Erfindung besteht darin, daB ein 
standardisierbares, im Routine-Screening einsetzbares in vitro 
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Modell etabliert wird f das zu einer Einsparung von Versuchstie- 
ren fiihrt. So wurden im Bereich der Reproduktionstoxikologie in 
Deutschland pro Jahr (1987) ca. 20 000 Saugetiere und Vogel ein- 
gesetzt. Daruber hinaus werden eine groBe Anzahl von Saugern zur 
Entnahme embryonaler Organe und Gewebe (embryonale Herzmuskel- 
zellen, "limb bud" Kulturen, "micromass" -Assay u.a.) bendtigt, 
so daB die Gesamtzahl bei Tierzahlen von mindestens 50 000 
liegen dtirfte. 

Mit dem erf indungsgemaBen Verfahren konnen im Vorscreening fol- 
gende Testverf ahren teilweise ersetzt und erganzt werden: 

- in vivo-Segment Il-Studien, 

- Teste mit embryonalen Organen ("limb bud" Kulturen) und Pri- 
markulturen 

- Testverfahren mit artif iziellen Embryonen 

AnschlieBend wird die Erf indung an einem Ausf uhrungsbeispiel na- 
her erlautert, das die Anmeldung jedoch nicht beschranken soli. 

Beispiel 1 

Das Testverfahren ist in Abb. 1 schematisch dargestellt. 
Es werden transgene ES-Zellklone, bei denen LacZ unter der 
Kontrolle des vetrikelspezif ischen MCL-2V Promotors (Franz et 
al, Circ. Res. 22 (1993) 629-638) exprimiert wird, fur die Un- 
tersuchung solcher kardiotoxischen Substanzen eingesetzt, die zu 
Entwicklungsstarungen am Herzen fuhren. 

Zum Einsatz kommen Klone, die mit dem Vektor pGNA-MLC 2.1-LacZ 
transfiziert wurden und MLC-2V stabil exprimieren. 
Wahrend der mesodermalen Dif f erenzierung in embryoid bodies wird 
die Testsubstanz Retinsaure (RA) zugegeben (z. B. von Tag 5 bis 
15) und anschlieBend eine X-Gal-Farbung der dif ferenzierten em- 
bryoid bodies durchgefiihrt. 

Abb. 2 zeigt die Aktivierung der MLC-2V-Expression im MLC-Klon 
3 durch 10" 8 M (E f F)und 10**M (C,D)RA nach Behandlung zwischen 5. 
und 15. Tag der embryoid body-Diff erenzierung. Die Kontrollzel- 
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len (A,B) zeigen X-Gal-Farbung ohne Induktion durch die terato- 
gene Subs t an z RA. 

Die Vektoren werden auch zur Transf ektion von EG-Zellen Oder von 
Ratten-ES-Zellen benutzt. 
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Patentanspriiche 

1. In vitro-Testverfahren zum Nachweis Chemikalien-induzierter 
eiobryotoxischer/teratogener Effekte auf der Basis differenzie- 
render pluripotenter embryonaler Staiam(ES)-Zellen Oder an aus 
primordialen Keimzellen etablierten embryonalen Keim(EG)-Zellen 
der Maus und Ratte durch 

- Selektion stabiler transgener ES-/EG-Zell-Klone, 

- differenzierungsabhSngige Expression gewebespezif ischer Gene 
von ES-/EG-Zell-Klonen in Anwesenheit von zu bestimxaten Zei- 
ten der in vitro Dif f erenzierung einwirkenden teratogenen Sub- 
stanzen und nachfolgende Dif f erenzierung in die verschiedenen 
Keimbahnderivate und 

- Nachweis der Chemikalien-induzierten Aktivierung , Repri- 
mierung oder Modulation von gewebespezif ischen und die Embryo- 
nalentwicklung beeinf lussenden Genen. 

2. In vitro-Testverfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Konstruktion der transgenen Zell-Klone belie- 
bige Reportergene , z*B» LacZ oder Lucif erase, unter die Kon- 
trolle von gewebespezif ischen Promotoren, die zellspezif ische 
Strukturgene , Transkriptionsfaktoren oder Entwicklungskontroll- 
gene kontrollieren, gebracht werden. 

3. In vitro-Testverfahren nach Anspruch 1+2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zell-Klone 

- das Reportergen LacZ und eine Neomycinkassette zur 
Selektion stabiler Trans fekt an ten sowie 

- Promo tor sequenz en von Genen, die charakteristische und wesent- 
liche Merkmale der ektoderaaalen und mesodermalen Linie kodie- 
ren, 

enthalten. 
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4. In vitro-Testverfahren nach Anspruch 1 + 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Promoter n solche eingesetzt werden, die 
gewebespezif ische Gene kodieren, wie z.B. Gene, die die neuro- 
nale Herz-, Muskel- oder Skelettentwicklung determinieren , Oder 
Promotoren anderer Entwicklungskontrollgene (Hox oder Pax-Gene). 

5. In vitro-Testverfahren nach Anspruch 1 + 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB im Verlauf der Differenzierung durch exogene 
Testsubstanzen die Reportergenkonstrukte spezifisch aktiviert, 
reprimiert oder moduliert werden und daB die dif ferenzierungs- 
abhangige Expression im Testverf ahren tiber "embryoid body" - 
Differenzierung in verschiedene Linien, siehe 4, erfolgt. 

6. In vitro-Testverfahren nach Anspruch 1-6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB durch Einwirkung von Chemikalien das Expressions- 
muster der Promotor-Reportergenkonstrukte beeinfluBt und mit 
Hilfe der X-Gal-Farbung bestimmt wird. 
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Protokoll zur kardiogenen Differeiizierung 



D3 ES Zellen transfektiert rait pGNA/MLC-2.1/lacZ 
Isoliening von neo r ES-Zell-Klonen 



Zeit 
(Tagen) 



Kultivierung von 400 Zellen/20 fd Medium 
in hangenden Tropfen 



Bildung embiyoShnlicher Aggregate (2d) 



7+2 



00 

c 
J2 

1 



Uberf&hren der "embryoid bodies" 
in Suspensionskultur (3d ) 



Behandlung mit 10 -9 and 1(T 8 M RA 

Plattieren der "embryoid bodies" (7d) 



Differenziening der Kardiomyozyten 

7+2d bis 7+14d 

- RT-PCR Analyse 

- X-Gal Farbung 

- Morphologische Analyse 



7+8 , 
7+14 — 



V 



Induktion der Differenziening von MLC-2V ES Zell Klonen in 
Ab b A Kardiomyozyten via "embryoid bodies" und RA Behandlung 
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